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U ovom radu su prikazani rezultati ispitivanja vrednosti parame-
tara crvene krvne slike pacova soja Wistar, nakon intramuskularne
aplikacije ekstrakta rizoma i korena Helleborus odorus W. et K. Ogled
je izveden u eksperimentalnim uslovima na 49 pacova soja Wistar,
podeljenih u 7 grupa sa po 7 jedinki (jedna kontrolna i {est oglednih
grupa). Kontrolnoj grupi pacova je intramuskularno aplikovan fiziolo{ki
rastvor (0,25 ml/100 g t.m.). U cilju odre|ivanja du`ine trajanja efekata
ekstrakta, pacovima je aplikovan te~ni ekstrakt podzemnih organa ku-
kureka u koncentraciji od 10 mg/100 g t.m., a krv je uzorkovana kardijal-
nom punkcijom nakon 24h, 48h i 72h. Ispitivan je i uticaj ekstrakta izla-
ganog povi{enoj temperaturi na uo~ene efekte, 24h posle aplikacije
inaktivisanog (56oC 30 min) ili denaturisanog ekstrakta (100oC 5 min),
kao i efekat dijalizata ekstrakta. Dobijeni rezultati hematolo{kih analiza
su ukazali na slabu hemoliti~ku aktivnost ekstrakta. Kod svih oglednih
grupa, prose~an broj eritrocita bio je smanjen, ali se odr`ao u grani-
cama referentnih vrednosti. Zabele`ene koncentracije hemoglobina i
hematokrita u krvi pacova kontrolne i oglednih grupa bile su ni`e u od-
nosu na fiziolo{ke vrednosti, pri ~emu kori{}eni ekstrakt nije zna~ajno
uticao na ispitivane parametre.
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Etnoveterinarska ili narodna veterinarska medicina obuhvata integri-
sanje i primenu razli~itih lokalnih saznanja, ve{tina i postupaka u cilju nege,
o~uvanja zdravlja i dobrobiti radnih i proizvodnih `ivotinja (Köhler-Rollefson i
Bräunig, 1998). Fitoterapija, kao vid tradicionalne medicine, podrazumeva spre-
~avanje nastanka i le~enje bla`ih oblika bolesti ljudi i `ivotinja prirodnim lekovitim
sirovinama i biljnim pripravcima. Vi{evekovna upotreba lekovitih i drugih biljaka
samo na osnovu empirijskih podataka, danas je potvr|ena brojnim hemijskim,
farmakolo{kim i toksikolo{kim ispitivanjima. To je omogu}ilo da se fitoterapija di-
rektno uklju~i i u konvencionalnu terapiju. U fitoterapiji se primenjuju cele lekovite i
druge biljke, njihovi delovi – droge sa strukturom odn. organizovane droge
(osu{eni i usitnjeni nadzemni i podzemni organi biljke) i droge bez strukture od-
nosno ne}elijske droge (mle~ni sok, etarsko ulje, vosak, sluz, balzam), kao i
razli~iti sastojci i pripravci. Primenom pojedinih biljaka koje sadr`e farmakolo{ki
aktivne sastojke (heterozide, alkaloide, tanine, saponozide) i pojedine nutritivne
elemente (eteri~na ulja, vitamine, minerale, antioksidanse) mo`e se uticati na
ja~anje odbrambenih sposobnosti organizma, na metaboli~ke procese i na
uspe{nije odstranjivanje {tetnih materija iz organizma.
Stimulacija funkcija imunskog sistema primenom biljnih preparata
va`na je, posebno zbog ~injenice da je u svim zemljama Evropske unije, od
po~etka 2006. godine, zabranjeno kori{}enje antibiotika u krmnim sme{ama kao
profilakti~kih supstanci i kao stimulatora rasta. Zakonom o organskoj proizvodnji
Republike Srbije (2002) zabranjena je upotreba antibiotika, kokcidiostatika, bi-
ostimulatora, hormona ili bilo kojih drugih materija kojima se stimuli{e rast ili pro-
izvodnja da bi neki proizvod imao oznaku organski proizvedene hrane. Istovre-
meno se fitoterapeuticima (ekstraktima biljaka, esencijama) i homeopatskim pro-
izvodima (biljnim, `ivotinjskim i mineralnim supstancama) daje prednost nad sin-
teti~ko-hemijskim veterinarskim preparatima u zdravstvenoj za{titi `ivotinja, uko-
liko obezbede da njihovi terapijski efekti budu pozitivni (Pravilnik o metodama or-
ganske sto~arske proizvodnje, 2002). Postoje i toksi~ne biljke koje se u tradicio-
nalnoj i konvencionalnoj medicini koriste kao lekovite, u cilju podsticanja nespe-
cifi~nih i specifi~nih odbrambenih mehanizama organizma, ~ime se pove}ava ot-
pornost na bolesti i jedinke se na taj na~in {tite od infekcija. U na{oj zemlji,
naro~ito u brdsko-planinskim krajevima, raste vi{e vrsta kukureka (Helleborus
odorus Waldst. et Kit., Helleborus niger L., Helleborus multifidus Vis., Helleborus
atrorubens Waldst. et Kit., Helleborus serbicus Adamovi} i dr.) koje pripadaju redu
narkoti~nih i otrovnih biljaka. Sve`i delovi ovih biljaka se ne smeju koristiti jer
mo`e do}i do ne`eljenih efakata kao {to su: nesvestica, povra}anje, dijareja,
gr~evi i uko~enost, pa i smrt, kod `ivotinja ili ljudi. U etnoveterinarskoj medicini se
upotrebljava biljna droga Helleborus sp. (Ranunculaceae), koja predstavlja
osu{en rizom (podzemno stablo) gusto obrastao kratkim, tankim korenjem mrke
boje (Hellebori rhizoma et radix). Nespecifi~na nadra`ajna terapija primenjivana je
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je u na{em narodu (Tucakov, 1996), kao i u rumunskoj i makedonskoj tradicional-
noj medicini (Bogdan i sar., 1990; Tosevski i sar., 2004) transkutanom implantaci-
jom rizoma kukureka. Postupak zatravljivanja `ivotinja ili uvla~enja spre`a spro-
vodi se postavljanjem dobro opranog i osu{enog rizoma u ranu napravljenu de-
belom iglom ({ilom) kroz uho ovaca i svinja, |erdan goveda i ko`u grudi kod
konja. Na mestu implantacije pojavljuju se crvenilo i otok, koji traju nedelju dana,
pri ~emu je op{te stanje `ivotinja dobro. Ovoj prirodnoj metodi le~enja, se podvr-
gavaju nedovoljno razvijena grla kod kojih je uo~eno odsustvo apetita, kao i `ivoti-
nje obolele od hroni~nih bolesti u cilju akutiziranja procesa radi br`eg ozdravlje-
nja. Bogdan i sar. (1990) su ispitivali ovaj vid nespecifi~ne nadra`ajne terapije kod
ve}eg broja razli~itih doma}ih `ivotinja. Analizom diferencijalne krvne slike, ovi
autori su utvrdili izra`enu leukocitozu i neutrofiliju kod svih tretiranih `ivotinja koja
je trajala vi{e od 6 dana (izuzev kod ovaca). U istra`ivanjima Davidovi} i sar. (2006,
2008, 2009, 2010) utvr|eno je da subkutana, intraperitonealna i intramuskularna
aplikacija razli~itih doza ekstrakta podzemnih organa Helleborus odorus W. et K.
pacovima soja Wistar ima za posledicu zna~ajno pove}anje ukupnog broja leu-
kocita i neurofilnih granulocita i aktivaciju brzih, nespecifi~nih odbrambenih me-
hanizama. Koren i rizom velikog broja biljnih vrsta roda Helleborus sp. se koriste u
le~enju pneumonije i bronhitisa kod goveda (Raimondo i Lentini, 1990; Passalac-
qua i sar., 2006), infektivnih bolesti svinja i ovaca (Guarrera, 1990) i protiv
zubobolje (Leporatti i Pavesi, 1989). Utvr|eno je da pre~i{}eni ekstrakt Helleborus
L. deluje imunostimulatorno i proinflamatorno (Kerek, 1997) i da modifikuje imun-
ski odgovor u stanjima primarne ili sekundarne imunodeficijencije (Bolte i sar.,
2001).
Hellebori rhizoma et radix sadr`i bufadienolidne heterozide (Karrer,
1943; Wissner i Kating, 1974; Petri~i} i sar., 1977; Watanabe i sar., 2003), triterpen-
ske i steroidne saponozide (Ribár i sar., 1986; Liedke i sar., 1997; Rosselli i sar.,
2009), masne materije i masne kiseline (Argay i sar., 1996), ekdisteroide (Co-
lombo i Tomé, 1993), alkaloide (Slavík, 1987) i ugljene hidrate (@ivanov-Staki} i
Mladenovi}, 1971). Saponozidi imaju jako nadra`ajno dejstvo, podsti~u kontrak-
cije buraga i ubrzavaju motilitet creva i uterusa, pa se kukurek u narodnoj medicini
koristi kao purgativ, kao lokalno kontraceptivno sredstvo i za izazivanje abortusa.
Iz pojedinih vrsta kukureka izolovane su razli~ite aglikonske komponente steroid-
nih saponozida (sapogenini), povr{inski aktivnih jedinjenja koja smanjuju napon
na dodirnoj povr{ini dve faze koje se ne me{aju. Na ovoj osobini se zasnivaju bi-
olo{ka i farmakolo{ka delovanja saponozida, koji se vezuju za sterole }elijskih
membrana i pove}avaju njihovu permeabilnost, {to se kod eritrocita manifestuje
hemolizom i gubitkom hemoglobina. Petri~i} i sar. (1971) su uporednim ispitiva-
njem hemoliti~kog delovanja saponozida iz podzemnih delova ve}eg broja vrsta
roda Helleborus L., u in vitro uslovima, utvrdili veliku razliku ne samo izme|u poje-
dinih vrsta, ve} i u okviru iste vrste sa razli~itih stani{ta. Pri tome, hemoliti~ko de-
lovanje nije bilo u korelaciji sa koli~inom razli~itih saponozida, ve} je zavisilo od
njihove strukture i moglo se vi{estruko pove}ati dodavanjem enzimskog sistema
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koji sadr`i ß-glikozidazu. Najintenzivniju hemolizu, ~ak i u velikom razre|enju, iza-
zivaju saponini sa razgranatim ugljenohidratnim lancem od 4 do 5 monosaharida.
Ogledne `ivotinje. Ogled je izveden u eksperimentalnim uslovima na
49 pacova soja Wistar, oba pola, starosti dva meseca, telesne mase 200 ± 10 g.
Formirano je 7 grupa sa po 7 jedinki (jedna kontrolna i {est oglednih grupa). Kon-
trolnoj grupi pacova (Grupa I) je intramuskularno aplikovan fiziolo{ki rastvor u
koli~ini od 0,25 ml/100 g t.m., {to je odgovaralo zapremini aplikovanog ekstrakta.
U cilju odre|ivanja du`ine trajanja efekta ekstrakta rizoma i korena kukureka (EK)
na crvenu krvnu sliku, pacovima je intramuskularno aplikovan (IM) u zadnji ek-
stremitet te~ni EK u koncentraciji od 10 mg/100 g t.m., a krv je uzorkovana kardi-
jalnom punkcijom nakon 24h (Grupa II), 48h (Grupa III) i 72h (Grupa IV). Ispitivan
je i uticaj delovanja povi{ene temperature na uo~ene efekte ekstrakta, 24h posle
IM aplikacije inaktivisanog (56oC 30 min) (Grupa V) ili denaturisanog ekstrakta
(100oC 5 min) (Grupa VI). Efekat dijalizata ekstrakta rizoma i korena kukureka na
vrednosti parametara crvene krvne loze, ispitivan je 24h posle njegove IM aplika-
cije (Grupa VII).
Postupak ekstrakcije. Osu{en rizom sa korenjem H. odorus W. et K.,
prethodno usitnjen do konzistencije grubog pra{ka, ekstrahovan je u aparatu za
kontinuiranu ekstrakciju prema Soxhlet-u rastvara~ima rastu}e polarnosti: petro-
letrom, hloroformom i metanolom. Ekstrahovani biljni materijal je potom dva puta
ekstrahovan vodom, a kao krajnji proizvod dobijen je suvi ekstrakt `uto-oker boje
koji je rastvaran u fiziolo{kom rastvoru do potrebne koncentracije. Dijalizat EK je
dobijen nakon trostepene dijalize u celofanskoj vre}ici (cutt off 12 kDa).
Odre|ivanje vrednosti parametara crvene krvne slike. Vrednosti
hematolo{kih parametara: broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i vrednost
hematokrita (HCT) odre|ivani su pomo}u automatskog hematolo{kog analiza-
tora Arcus Diatron®, Gmbh Wien, Austria. Testiranje zna~ajnosti ustanovljenih
razlika izmedju srednjih vrednosti ispitivanih hematolo{kih parametara izvr{eno je
Studentovim-t testom.
Tokom ogleda, najve}i prose~an broj eritrocita utvr|en je kod kon-
trolne grupe pacova (7,93 ± 0,50×1012/L). Kod svih oglednih grupa kojima je
aplikovan EK do{lo je do smanjenja broja eritrocita u odnosu na kontrolnu grupu,
a razlika nije bila statisti~ki zna~ajna samo 24h posle aplikacije EK i dijalizata EK
(izma|u kojih tako|e nije utvr|ena statisti~ka zna~ajnost). Ispitivanjem uticaja EK
na promenu broja eritrocita u odre|enom vremenskom periodu, utvr|en je naj-
ve}i broj eritrocita 24h posle aplikacije EK (7,92±0,50×1012/L) {to je zna~ajno
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vi{e u odnosu na ove vrednosti posle 48h (6,91±1,08×1012/L) i posle 72h
(6,67±0,38×1012/L). Prose~na vrednost broja eritrocita u krvi pacova II grupe 24h
posle tretmana EK bila je zna~ajno ve}a u odnosu na ove vrednosti kod jedinki ko-
jima je aplikovan denaturisan (7,09±0,44×1012/L) ili inaktivisan ekstrakt
(6,24±0,69×1012/L) (grafikon 1).
U svim ispitivanim grupama, prose~an broj eritrocita je bio u grani-
cama referentnih vrednosti koje navode Pritchett i Corning (2004) (5,4-8,5×
1012/L) i Moore (2000) (7,25±0,93×1012/L kod mu`jaka i 6,85±0,61×1012/L kod
`enki). Na{i rezultati su u skladu sa rezultatima Petri~i}a i sar. (1971) koji navode
da H. odorus W. et K. ispoljava slabu hemoliti~ku aktivnost (HD u Ph Jug.
Sap.jed./g droge), koja je ni`a u pore|enju sa drugim biljkama roda Helleborus L.
Me|utim, zna~ajno pove}anje stepena hemolize u krvi pacova tokom odre|enog
vremenskog perioda (48h i 72h posle aplikovanja EK) nije u saglasnosti sa rezul-
tatima ovih autora koji su posmatraju}i dinamiku hemolize u in vitro uslovima
utvrdili da se hemoliza uglavnom odvija u prva 3h i da posle toga nema bitnih
promena. Ristoska i sar. (2002) navode da se prose~an broj eritrocita u krvi na-
zimica smanjio 24h posle aplikovanja EK, ali da se odr`ao u fiziolo{kim grani-
cama. Rezultati Tosevskog i sar. (2004) dobijeni na prasadima u starosti 52 dana
ukazuju na smanjenje broja eritrocita za 22% druge i tre}e nedelje nakon aplika-
cije EK, dok je kod prasadi u uzrastu od 35 dana broj eritrocita bio pove}an prve i
druge nedelje posle tretmana.
Koncentracija hemoglobina u krvi pacova kontrolne grupe bila je
127,71±8,12 g/L. U II oglednoj grupi, 24h posle aplikacije EK ili aplikacije dijali-
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Grafikon 1. Broj eritrocita (1012/L) kod pacova tokom ogleda /































zata EK (grupi VII) ove vrednosti su bile ne{to ve}e (134,29±9,20 g/L odn.
129,29±13,00 g/L) u odnosu na kontrolnu grupu. Ove razlike nisu bile statisti~ki
zna~ajne. Ostale ogledne grupe su imale ni`e vrednosti koncentracije hemo-
globina u odnosu na kontrolnu grupu, a statisti~ki zna~ajne razlike zabele`ene su
u odnosu na IV grupu 72h posle aplikacije EK (114,71±7,06 g/L) i u odnosu na V
grupu tretiranu EK inaktivisanim 30 min na 56 oC (111,29±13,94 g/L). Zna~ajno
ve}a koncentracija hemoglobina je zabele`ena u VI grupi pacova posle aplikacije
EK denaturisanog 5 min na 100 oC (126,57±7,85 g/L) u odnosu V grupu koja je
dobila inaktivisani EK (p<0,05) (grafikon 2).
U odnosu na fiziolo{ke vrednosti za koncentraciju hemoglobina u krvi
pacova, koje iznose 143±10 g/L (Moor, 2000), tokom ogleda su utvr|ene ni`e
vrednosti kod kontrolne i oglednih grupa pacova. Tosevski i sar. (2004) su utvrdili
smanjenje koncentracije hemoglobina u proseku za 11% kod prasadi u starosti
od 52 dana, ~etrnaestog i dvadeset prvog dana posle aplikacije EK. Rezultati do-
bijeni na pacovima nisu u saglasnosti sa rezultatima Tosevskog i sar. (2004), koji
su kod prasadi uzrasta od 35 dana konstatovali hemoglobinemiju u okviru fizio-
lo{kih granica pre i posle aplikovanja EK, kao ni sa rezultatima Ristoske i sar.
(2002), koji su tako|e utvrdili da je vrednost koncentracije hemoglobina ostala u
granicama referentnih vrednosti posle aplikovanja EK nazimicama.
Najve}a hematokritska vrednost je zabele`ena u VII grupi pacova 24h
posle aplikovanja dijalizata EK (40,31±3,93%), a razlika u odnosu na kontrolnu
grupu (36,89±2,19%) i II grupu 24h posle aplikovanja EK (39,34±2,24%) nije bila
statisti~ki zna~ajna. Pra}enjem uticaja EK na HCT utvr|eno je da je samo u ogled-
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Grafikon 2. Koncentracija hemoglobina (g/L) kod pacova tokom ogleda /







































noj grupi IV (72h posle primene EK) hematokriti bio 33,31±2,33%, {to je zna~aj-
no ni`a vrednost u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05). Nakon termi~ke obrade i
primene EK, utvr|ena je zna~ajno ni`a HCT posle aplikacije inaktivisanog EK
(31,86±3,80%) u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), II grupu 24h posle aplika-
cije EK (p<0,001) i VI grupu kojoj je aplikovan denaturisan EK (p<0,05) (grafikon
3).
Hematokritske vrednosti u krvi pacova ispitivanih grupa bile su ne{to
ni`e od referentnih vrednosti 37-49%, koje navode Pritchett i Corning (2004). Re-
zultati dobijeni na pacovima 24h posle primene EK u skladu su sa ispitivanjem he-
matokritske vrednosti na nazimicama 24h posle aplikacije EK koje su sproveli Ris-
toska i sar. (2002), pri ~emu su utvrdili da je ova vrednost ostala u granicama
fiziolo{kog opsega.
Na osnovu rezultata na{ih istra`ivanja mo`e se zaklju~iti slede}e:
1. Intramuskularna aplikacija ekstrakta rizoma i korena Helleborus
odorus W. et K. ima za posledicu smanjenje broja eritrocita kod svih oglednih
grupa u odnosu na kontrolnu grupu pacova, ali su dobijene vrednosti bile u refer-
entnim granicama za ovu `ivotinjsku vrstu.
2. Tokom ogleda su utvr|ene ni`e vrednosti koncentracije hemo-
globina i hematokrita kod svih ispitivanih grupa u odnosu na fiziolo{ke vrednosti.
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Grafikon 3. Hematokritska vrednost (%) kod pacova tokom ogleda /


























Kori{}eni ekstrakt nije uticao zna~ajno na vrednosti ovih parametara, osim kod IV
grupe (72h posle aplikacije EK) i V grupe (inaktivisani EK), kod kojih su utvr|ene
zna~ajno ni`e vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu i II grupu pacova 24h nakon
primene EK.
3. Ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K. ispoljava slabu
hemoliti~ku aktivnost.
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INFLUENCE OF EXTRACTS OF HELLEBORUS ODORUS W. ET K. UNDERGROUND
PARTS ON RED BLOOD CELL COUNT OF WISTAR RATS
Vesna Davidovi}, M. Lazarevi}, Mirjana Joksimovi}-Todorovi}, Z. Maksimovi},
M. Jovanovi}, N. Miljas
This paper presents the results of investigations of parameter values of the red
blood cell count in Wistar rats, after intramuscular application of rhizome and root extract of
Helleborus odorus W. et K (HE). The trial was conducted in experimental conditions on 49
Wistar rats divided into 7 groups with 7 animals per unit (control and six experimental
groups). The control group was treated by an intramuscular injection of sterile saline (0.25
ml/100 g BM). For the purpose of determing the duration of the HE effects, the animals were
injected with a dose of 10 mg/100 g BM and blood was collected by cardial taps after 24, 48
and 72 hrs. Moreover, we investigated the influence of elevated temperatures on the noted
HE extract effects, 24 hrs after the application of the inactivated (56oC 30 min) or denatur-
ized (100oC 5 min) extract, as well as the influence of dialyzed HE. The obtained results of
haematological analyses have pointed out the weak hemolyses activity of the extract. In all
experimental groups, the erythrocyte count was decreased, but remained within reference
values. Haemoglobin concentration and haematocrit values in the experimental and the
control groups of rats were decreased in comparison to the physiological values, while the
applied extract did not significantly affect the examined parameters.
Key words: Helleborus sp., red blood cell count parameters, rats
VLIÂNIE ÕKSTRAKTA PODZEMNÀH ORGANOV HELLEBORUS ODORUS W. ET K.
NA KRASNUÁ KROVÂNUÁ KARTINU WISTAR KRÀS
Vesna Davidovi~, M. Lazarevi~, MirÔna Yoksimovi~-Todorovi~,
Z. Maksimovi~, M. Yovanovi~, N. MilÔs
V Ìtoy rabote pokazanì rezulÝatì ispìtaniÔ stoimosti parametrov
krasnoy krovÔnoy kartinì krìs {tamma Wistar, posle vnutrimì{e~noy applikacii
Ìkstrakta kornÔ i kornÔ Helleborus odorus W et K. Opìt vìpolnen v Ìksperimen-
talÝnìh usloviÔh na 49 krìs {tamma Wistar, razdelennìh v 7 grupp s po 7 edini~nìh
`ivotnìh (kontrolÝnaÔ i {estÝ opìtnìh). KontrolÝnoy gruppe krìs vnutri-
mì{e~no applicirovan fiziologi~eskiy rastvor (0,25 ml/100 g m.t.). S celÝÓ
opredeleniÔ dlinì prodol`itelÝnosti Ìffektov Ìkstrakta, krìsam appliciro-
van `idkiy Ìkstrakt podzemnìh organov ~emericì v koncentracii ot 10 mg/100 g
m.t., a krovÝ obraz~ikovana kardialÝnoy punkciey posle 24 ~, 48 ~. i 72 ~. Ispì-
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tìvano i vliÔnie Ìkstrakta podvergunutogo povì{ennoy temperature na zame~en-
nìe Ìffektì, 24 ~. posle aplikacii inaktivacionnogo (56oS 30 min) ili denatu-
rovannogo Ìkstrakta (100oS 5 min), slovno i Ìffekt dializata Ìkstrakta. Po-
lu~ennìe rezulÝtatì gematologi~eskih analizov ukazali na slabuÓ gemoliti~e-
skuÓ aktivnostÝ Ìkstrakta. U vseh opìtnìh grupp, srednee ~islo Ìritrocitov bìlo
umenÝ{eno, no podder`alsÔ v granicah referentnìh stoimostey. Zapisanì kon-
centracii gemoglobina i gematokrita v krovi krìs kontrolÝnoy i opìtnìh grupp
bìli ni`e v otno{enii fiziologi~eskoy stoimosti, pri ~ëm polÝzovannìy Ìk-
strakt ne zna~itelÝno vliÔl na ispìtìvannìe parametrì.
KlÓ~evìe slova: ~emerica, krasnaÔ krovÔnaÔ loza, krìsì
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